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Resumo 
A lesão traumática da medula espinal (LTME) desencadeia uma síndrome 
neurológica altamente incapacitante. Uma estratégia aparentemente promissora para o 
tratamento da lesão medular traumática seria a intensificação dos mecanismos 
endógenos de neuroproteção, neuroplasticidade e reparo. O objetivo deste estudo foi 
avaliar a ocorrência de possíveis modificações no padrão de expressão do peptídeo 
insulinotrópico dependente de glicose (GIP) e do seu receptor (GIPR) na medula 
espinal de ratos submetidos à lesão medular traumática induzida por compressão. A 
análise histológica da medula espinal dos animais lesionados demonstrou um processo 
necro-hemorrágico na fase aguda (2 h, 6 h e 24 h após a indução da lesão) e uma 
lesão cavitada com grande quantidade de células balonizadas nas medulas dos animais 
sacrificados 14 ou 28 dias após indução da lesão. Nossos resultados mostraram que a 
lesão traumática da medula espinal resultou em aumento da expressão do GIPR na 
região adjacente ao sítio da lesão 6 h e 28 dias após indução da mesma, e um aumento 
da expressão do GIP, nesta mesma região, 28 dias após indução da lesão. Os 
prolongamentos neuronais do epicentro da lesão medular dos animais sacrificados após 
24 h, 14 e 28 dias apresentaram maior intensidade de marcação para o GIP quando 
comparado com os prolongamentos da substância cinzenta dos animais falso-operados. 
Um achado de grande interesse descrito neste estudo foi a detecção do GIP e do GIPR 
nas células progenitoras (positivas para a proteína nestina) presentes no epicentro da 
lesão crônica, e nas células progenitoras do canal ependimário dos animais lesionados 
sacrificados 24 h após indução da lesão. Estes resultados sugerem que o GIP e seu 
receptor participem da regulação dos fenômenos proliferativos e/ou reparadores do 
Sistema Nervoso Central. 
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Abstract 
Spinal cord injury (SCI) results in a loss of movement, sensation and autonomic 
control below and at the level of the lesion. The spinal cord adult neural stem/progenitor 
cells are responsive to injury, and the environment plays a pivotal role in the fate 
decision made by progenitors cells. Several experimental strategies have been used in 
attempt to increase endogenous mechanisms of neuroprotection, neuroplasticity and 
repair. The aim of this study was evaluated the occurrence of possible changes in 
expression pattern of glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) and its receptor 
(GIPR) in spinal cord of animals submitted to traumatic SCI. The spinal cord of animals 
submitted to SCI showed hemorrhage and necrosis process in acute phase (2 h, 6 h and 
24 h after injury induction). The tissues of animals sacrificed 14 or 28 days after lesion 
induced injury. TSCI results in increasing of GIPR expression in adjacent areas of lesion 
6 h and 28 days after induction, and increasing of GIP expression in the same region, 28 
days after injury induction. Neural extensions of spinal cord injury epicenter of animals 
sacrificed 24 h, 14 and 28 days after TSCI showed higher intensity in marking to GIP 
when compared to neural extensions of gray matter in false-operated animals. A finding 
of great interest described in this study was GIP and GIPR detection in progenitor cells 
(positives to nestin protein) present in epicenter of chronic injury and in progenitor cells 
of ependimal canal of animals sacrificed 24 h after TSCI.  These results suggest that 
GIP and its receptor participate in the regulation of proliferative or repair central nervous 
system phenomena. 
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1. FUNDAMENTAÇÃO CIENTÍFICA 
 
1.1. Lesão Medular Traumática 
1.1.1. Características gerais e epidemiologia da lesão  
A lesão da medula espinal acomete mundialmente cerca de 2,5 milhões de 
pessoas (Schwab et al., 2006). A violência urbana dos grandes centros está nitidamente 
ligada a estes dados estatísticos, porém a etiologia do trauma medular varia em função 
do tipo de atividade da população (Berkovsky, 2009).  
O traumatismo da medula espinal pode resultar em alterações nas funções 
motora, sensitiva e autonômica, implicando em perda parcial ou total dos movimentos 
voluntários ou da sensibilidade (tátil, dolorosa e profunda) em membros superiores e/ou 
inferiores além de alterações no funcionamento dos sistemas urinário, intestinal, 
respiratório, circulatório, sexual e reprodutivo (Lianza et al., 2001). As causas mais 
comumente associadas à lesão traumática da medula espinal são os acidentes 
automobilísticos (56%), quedas (14%), ferimentos por arma de fogo e outros 
relacionados à violência (16,6%) e danos causados por esportes (7%) (Vitale et al., 
2006). Os homens com média de idade de 25 anos são os mais acometidos (65%), dos 
quais 70% tornam-se paraplégicos (paralisia parcial ou completa de parte ou ambos os 
membros inferiores e tronco, resultante de lesões na medula espinal torácica, lombar ou 
sacral) e 30% tetraplégicos (paralisia parcial ou completa dos quatro membros e tronco, 
resultante de lesões na medula cervical) (Schmitz, 2004).  
A lesão medular traumática é um insulto degenerativo que desencadeia uma 
síndrome neurológica altamente incapacitante, a qual prejudica o funcionamento de 
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vários órgãos e sistemas, acarretando alterações da homeostase física e emocional dos 
pacientes. Os danos à medula espinal durante uma lesão traumática variam 
consideravelmente dependendo da gravidade, velocidade e duração da lesão. O trauma 
agudo resulta em prejuízos neurológicos causados pela interrupção direta das vias 
neuronais, e por alterações subseqüentes que ocorrem por um período de horas até 
dias após a lesão primária. O processo traumático resulta em hemorragia, edema e 
isquemia que afeta principalmente a substância cinzenta da medula espinal. Na maioria 
das vezes, a agressão inicial não é suficiente para causar uma destruição tecidual 
permanente na medula, porém desencadeia uma série de eventos secundários 
progressivos que agravam a lesão primária (Lu et al., 2000; Mallei et al., 2005).  
 
1.1.2. Respostas primárias e secundárias à lesão medular 
A lesão traumática da medula espinal é caracterizada por uma perda tecidual 
irreversível e imediata no sítio da lesão, denominada lesão primária, associada a uma 
expansão tardia ou secundária do dano tecidual (Peng et al., 2009). Sendo assim, a 
fisiopatologia da lesão medular traumática envolve a compressão de dois mecanismos 
de lesão: o primário e o secundário (Sonntag e Douglas, 1990; Amar e Levy, 1999; 
Harrop et al., 2006). 
O impacto traumático imediato sobre a medula espinal resulta em danos 
parciais ou completos dos axônios, das células gliais e dos vasos sanguíneos, com 
conseqüente processo hemorrágico. Porém, dentro de horas, um dano tecidual 
adicional é iniciado na proximidade do local da lesão (Tator e Fehlings, 1991), 
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denominado lesão secundária.  Múltiplos mecanismos vasculares, iônicos, bioquímicos, 
inflamatórios e celulares ocorrem concomitantemente durante o desenvolvimento da 
lesão tardia ou secundária (Hulsebosch, 2002; Norenberg et al., 2004). Imediatamente 
após o trauma há uma redução significativa do fluxo sanguíneo da medula espinal, que 
se agrava nas primeiras horas e persiste por, no mínimo, 24 h (Tator e Fehlings, 1991) 
após indução do mesmo.  
As alterações vasculares incluem inflamação, edema, isquemia, hipóxia e 
perfusão espinal reduzida. Fatores locais, entre eles vasoespasmo secundário ao dano 
traumático, produção de eicosanóides, agregação plaquetária intensa acarretando 
trombose, estresse oxidativo, edema vasogênico, entre outros, estão envolvidos na 
causa e permanência da isquemia da medula espinal (Dohrmann e Allen, 1975). Dentre 
os fatores sistêmicos, a hipotensão arterial sistêmica destaca-se como principal. Este 
fator pode ser causado por choque cardiogênico, hipovolêmico ou neurogênico (Guha e 
Tator, 1988). Essa fase é seguida por hiperemia e reperfusão tecidual, em que o influxo 
de radicais livres e outros produtos tóxicos na área levam ao aumento da lesão celular 
(Amar e Levy, 1999). Dentre as alterações bioquímicas, destaca-se a liberação de 
glutamato e consequente excitotoxicidade, liberação de proteases, formação de óxido 
nítrico e radicais livres (Agrawal et al., 1998). Além disso, o efeito do trauma provoca a 
abertura dos canais de sódio, causando entrada desse íon, o que pode resultar, entre 
outras conseqüências, em acidose intracelular. A entrada de cálcio, que acompanha a 
entrada de sódio, induz alterações celulares deletérias (Tymianski e Tator, 1996). Em 
relação às células, pode-se observar intensa migração de macrófagos e neutrófilos para 
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o local da lesão, provocando apoptose de oligodendrócitos e degeneração Walleriana 
(degeneração de axônios) (Hausmann, 2003). 
Os mecanismos pró-inflamatórios desencadeados pelo trauma do Sistema 
Nervoso Central (SNC) são complexos e pouco compreendidos, mas parecem contribuir 
de maneira decisiva para o desenvolvimento da lesão traumática irreversível (Gao e 
Hong, 2008). Os efeitos da neuroinflamação nos processos traumáticos do sistema 
nervoso central (SNC) são controversos. Estudos relatam que as células microgliais, 
linfócitos, anticorpos e citocinas produzidos pela neuroinflamação exercem tanto efeitos 
benéficos como deletérios nos mecanismos de regeneração do tecido nervoso 
(Donnelly e Popovich, 2008). A metilprednisolona, um potente imunossupressor 
glicocorticóide, é capaz de suprimir vários índices de neuroinflamação em modelos 
experimentais de lesão da medula espinal (Bartholdi e Schwab, 1995; Xu et al., 1998; 
Xu et al., 2001; Fu e Saporta, 2005). Esta estratégia terapêutica, a única disponível, é 
utilizada na tentativa de diminuir os danos secundários da lesão medular de humanos, 
mas apresenta resultados muito limitados (Baptiste e Fehlings, 2007). Sendo assim, a 
eficácia e segurança do tratamento destes pacientes com metilprednisolona vêm sendo 
freqüentemente questionadas (Coleman et al., 2000; Hurlbert, 2000), visto que a 
resposta imune do SNC parece ter efeitos duais (Donnelly e Popovich, 2008) na 
fisiopatologia da lesão. 
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1.1.3. Reorganização neuronal após a lesão da medula espinal 
Os axônios de neurônios lesados no SNC adulto apresentam dificuldade à 
regeneração plena, quando comparados com axônios periféricos lesionados (Condic, 
2002; Plunet et al., 2002; Snider et al., 2002). Este fato pode ser atribuído às diferenças 
intrínsecas e extrínsecas dos neurônios do SNC e periférico. Entretanto, Aguayo e 
colaboradores (1981) demonstraram que o SNC possui capacidade regenerativa 
considerável desde que condições favoráveis fossem fornecidas para o crescimento 
axonal (Aguayo et al., 1981). Após um episódio de lesão, os neurônios não lesados são 
capazes de criar novos prolongamentos, o que mostra claramente uma capacidade 
plástica do SNC mesmo durante a vida adulta (Raineteau e Schwab, 2001; Raineteau et 
al., 2002). Além disso, as mudanças que ocorrem diretamente no local da lesão, são 
capazes de reorganizar o SNC. Essa reorganização pode ocorrer em dois níveis 
distintos: nos circuitos pré-existentes, através da modificação de conexões sinápticas, 
evento conhecido como plasticidade sináptica, ou devido à formação de novos circuitos 
através do brotamento axonal e dendrítico em torno da cicatriz astroglial e distante 
(rostral ou caudal) do local da lesão, este último conhecido como plasticidade 
anatômica. Sendo assim, uma estratégia aparentemente promissora para o tratamento 
da lesão medular traumática é a intensificação dos mecanismos endógenos de 
regeneração, plasticidade e neuroproteção (Condic, 2002; Plunet et al., 2002; Snider et 
al., 2002). 
A medula espinal tem uma capacidade intrínseca e limitada de reparo 
espontâneo, e este processo inicia poucos dias após o trauma medular (Snider et al., 
2002). Células microgliais e astrocitárias são ativadas após o trauma da medula, o que 
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resulta em um fenômeno chamado de cicatriz astroglial.  Este fenômeno ocorre com o 
intuito de isolar a área lesada, impedir a expansão da lesão e dar suporte às regiões 
que permanecem preservadas; entretanto, a cicatriz astroglial parece dificultar o 
crescimento axonal e o processo de regeneração (Fawcett e Asher, 1999). Diversos 
fatores como a expressão diferencial de genes envolvidos com o crescimento, os genes 
relacionados à estrutura do axônio, as moléculas de adesão celular e/ou matriz 
extracelular, o suprimento de fatores neurotróficos, a presença das citocinas 
inflamatórias e de fatores inibitórios relacionados à substância branca, determinam 
como o crescimento axonal será sustentado após a lesão medular (Schwartz e Kipnis, 
2007; Fitch e Silver, 2008). 
Os aspectos relacionados à reorganização neuronal após a lesão do SNC 
também compreende a formação de novos neurônios, fenômeno conhecido como 
neurogênese (Gage, 2000). As células-tronco neurais se diferenciam em precursores 
neurais mantendo-se em estado imaturo, o que permite que as mesmas migrem para 
estruturas específicas do SNC (Gage, 2000; Merkle et al., 2007; Boutin et al., 2011). Os 
principais sítios neurogênicos no cérebro adulto são a zona subventricular, o canal 
ependimário da medula espinal (a continuação do sistema ventricular cerebral ao longo 
da medula espinal), e o giro denteado da formação hipocampal, cujas células-tronco 
neurais produzem progenitores que migram em direção a diferentes regiões, como 
bulbo olfatório, camada de células granulares do giro denteado (Luskin et al., 1993; Lois 
e Alvarez-Buylla, 1994; Gage, 2000; Cayre et al., 2009) ou mesmo áreas lesionadas da 
medula espinal de animais submetidos a traumas medulares (Meletis et al., 2008; Foret 
et al., 2011). Entretanto, pouco é conhecido sobre a natureza ou a extensão da divisão 
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celular após a lesão da medula espinal e sobre o efeito da neurogênese nos 
mecanismos de reparo do SNC. Além disso, a formação e a diferenciação de 
progenitores neuronais e gliais no SNC adulto é um tópico relativamente recente de 
pesquisa. 
 
1.1.4. A utilização de células-tronco para o tratamento das lesões da medula 
espinal 
As células-tronco são células com capacidade de auto-replicação, podendo 
gerar uma cópia idêntica a si mesma ou células com potencial de se diferenciar em 
vários tecidos. A utilização das células-tronco no tratamento das lesões degenerativas 
do SNC é considerada uma estratégia promissora devido à sua capacidade de 
multiplicação, diferenciação e migração para diferentes tecidos. Achados experimentais 
descrevem que as células-tronco neurais são capazes de secretar fatores tróficos que 
aumentam a sobrevida e a diferenciação de células neuronais e/ou astrogliais 
(Cummings et al., 2005). Entretanto, um dos principais desafios desta terapia é 
identificar quais fatores determinam o tipo celular que será originado pelas células-
tronco. 
Os estudos que utilizam modelos experimentais de lesão da medula espinal 
demonstram que a introdução de células-tronco neurais na medula espinal lesada 
resulta quase exclusivamente na diferenciação de células gliais, visto que a medula 
espinal do hospedeiro não é permissível à diferenciação neuronal (Martino e Pluchino, 
2006). De muito interesse são os resultados apresentados por Abematsu e 
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colaboradores (2010), os quais demonstraram que a administração de ácido valpróico, 
fármaco utilizado no tratamento da epilepsia, capaz de inibir a acetilação de histonas, 
associada ao transplante de células-tronco neurais, induz a diferenciação neuronal e 
suprime a diferenciação astrocítica e oligodendrocítica. Este mesmo estudo demonstrou 
que os animais que receberam ácido valpróico por via intraperitoneal, na ocasião do 
transplante das células-tronco neurais para a medula espinal lesionada, apresentaram 
uma melhora significativa das funções motoras, quando comparado aos animais 
transplantados tratados somente com salina. O tratamento in vitro de células-tronco 
neurais com análogos do ácido valpróico, incapazes de inibir a acetilação de histonas, 
não induziram a diferenciação neuronal destas células progenitoras. A incubação desta 
mesma linhagem de células-tronco com outra substância inibidora da acetilação de 
histonas, a tricoestatina A, induziu a diferenciação neuronal, sugerindo que a inibição 
da acetilação das histonas é um importante fator para diferenciação das células-tronco 
neurais em células neuronais (Abematsu et al.).  
Além disso, as células ependimárias/subependimárias do canal medular são 
fontes endógenas de células-tronco na medula espinal de mamíferos adultos (Meletis et 
al., 2008). No entanto, o entendimento acerca da sua plasticidade após a indução de 
traumas medulares permanece pouco compreendido, apesar da relevância deste tema 
para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  
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1.2. Peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) 
Diversos estudos demonstram um papel importante das incretinas intestinais, 
peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP, glucose-dependent insulinotropic 
peptide) e peptídeo semelhante ao glucagon (GLP, glucagon-like peptide), em 
fenômenos relacionados com regeneração neuronal, neuroproteção, neurogênese e 
plasticidade sináptica (Rayan et al., 1995; Waschek, 1995; Klimaschewski, 1997; 
Lioudyno et al., 1998; Abankwa et al., 2002; Zhang et al., 2002; Nyberg et al., 2005; 
Pavelock et al., 2007).  
O GIP é um peptídeo composto por 42 aminoácidos, sintetizado pelas células 
endócrinas do tipo K no duodeno (Brown, 1971; Brown et al., 1974) em resposta à 
ingestão alimentar, atuando de forma sinérgica com outros peptídeos para a 
manutenção da liberação da insulina pelo pâncreas (Beck, 1989). Além de sua 
localização gastrointestinal, inúmeras evidências apontam para a presença de GIP e do 
seu receptor (GIPR) em diferentes estruturas do sistema nervoso central (SNC) de ratos 
adultos (Usdin et al., 1993; Nyberg et al., 2005; Nyberg et al., 2007; Figueiredo et al., 
2010a; Figueiredo et al., 2010b). Estudos anteriores demonstraram que o GIPR está 
intensamente presente no bulbo olfatório, hipocampo e nas células de Purkinje do 
cerebelo de ratos adultos, e que a distribuição deste receptor é predominantemente 
neuronal (Nyberg et al., 2005; Nyberg et al., 2007; Figueiredo et al., 2010b). Apesar do 
efeito central do GIP e seu receptor não ser completamente compreendido, alguns 
estudos sugerem a participação desta via de sinalização nos fenômenos associados 
com a plasticidade sináptica e a neurogênese (Nyberg et al., 2005; Figueiredo et al., 
2010a; Figueiredo et al., 2010b)  
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou pela primeira vez a 
expressão do GIPR no hipocampo e neocórtex humano de um paciente portador de 
epilepsia de lobo temporal mesial associada à esclerose do hipocampo (ELTM-EH), 
sugerindo uma possível associação do mesmo no processo de epileptogênese 
(Figueiredo et al., 2010a). Gault e Holscher (2008b) descreveram a participação direta 
do GIP na liberação de neurotransmissores e na indução da potenciação de longa 
duração (LTP, Long-term potentiation), fenômeno essencial para consolidação da 
memória, em roedores. Além disso, foi demonstrado que o GIP possui um efeito 
protetor na sinaptotoxicidade induzida pelo peptídeo beta-amilóide (Aβ), e que as 
incretinas GLP e GIP apresentam propriedades neuroprotetoras, sugerindo uma 
possível utilização desses peptídeos ou de seus análogos sintéticos na redução dos 
processos degenerativos (Gault e Holscher, 2008a; Gault e Holscher, 2008b; Figueiredo 
et al., 2010b). Nosso grupo de pesquisa também já relatou que ratos idosos, expostos 
ao programa de exercícios físicos, apresentam uma melhora dos prejuízos cognitivos, 
um aumento na expressão do GIPR nos neurônios do giro denteado da formação 
hipocampal e uma maior quantidade de células em proliferação nesta mesma região 
(Figueiredo et al., 2010b). 
Um estudo publicado em 2002 relatou pela primeira e única vez que o gene Gip 
sofre modificações na sua expressão durante os processos de reparo do SNC 
(Abankwa et al., 2002). Abankwa e colaboradores (2002) observaram que os animais 
submetidos à transecção da comissura do fórnix apresentam um importante aumento 
na expressão do gene que codifica o GIP, nesta estrutura do SNC, durante a fase de 
regeneração do tecido lesionado (Abankwa et al., 2002). O mesmo grupo demonstrou, 
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utilizando um modelo de lesão de nervo periférico de roedores, um aumento 
significativo nos níveis do RNA mensageiro que codifica a sequência de aminoácidos do 
GIP e GIPR no gânglio da raiz dorsal, na medula espinal e principalmente no nervo 
ciático em processo de reparo (Buhren et al., 2009). Animais com deleção do gene do 
GIPR (Gipr-/-), submetidos à lesão do nervo ciático, apresentam prejuízos da 
regeneração axonal espontânea, o que sugere um possível envolvimento da via de 
sinalização GIP/GIPR nos processos de reparo neuronal (Abankwa et al., 2002; Buhren 
et al., 2009).  
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1.3. JUSTIFICATIVA 
Embora a lesão secundária possa ser prevenida, nenhuma opção terapêutica 
mostrou-se efetiva na diminuição dos danos tardios em pacientes com lesão aguda da 
medula espinal (Peng et al., 2009). O desenvolvimento de uma terapia efetiva para 
tratar os indivíduos nesta condição é um dos maiores desafios de médicos e 
pesquisadores.  
Nos últimos 25 anos, fortes evidências sugerem que a insulina, além de 
apresentar importante efeito no metabolismo energético periférico, também 
desempenha um papel fundamental no SNC (Havrankova et al., 1978; Unger et al., 
1991; Reagan et al., 2001), como efeitos anti-oxidantes e neuroprotetores endógenos 
(De Felice et al., 2009). Entretanto, o metabolismo normal da glicose é mantido não só 
pelos hormônios pancreáticos, insulina e glucagon, mas também pelos hormônios 
gastrointestinais denominados “incretinas”, tais como o GIP e GLP (Baggio e Drucker, 
2007; Salehi et al., 2008).  
O GIP e GIPR são amplamente expressos em diferentes estruturas do SNC de 
mamíferos adultos (Usdin et al., 1993; Nyberg et al., 2005; Nyberg et al., 2007; 
Figueiredo et al., 2010a; Figueiredo et al., 2010b). Estudos descreveram um papel 
importante das incretinas intestinais, como GIP, GLP-1 e peptídeo intestinal vasoativo 
(VIP), em fenômenos relacionados com o desenvolvimento e/ou regeneração de 
estruturas do SNC e periférico, e com mecanismos de sobrevivência neuronal (Rayan et 
al., 1995; Waschek, 1995; Klimaschewski, 1997; Lioudyno et al., 1998; Abankwa et al., 
2002; Zhang et al., 2002; Pavelock et al., 2007; Buhren et al., 2009). A escassez de 
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dados na literatura, somado aos resultados prévios de nosso grupo indicam a 
necessidade de melhores estudos in vivo e in vitro que avaliem a modulação da 
expressão do GIPR ou o possível efeito do GIP nos mecanismos de neuroplasticidade e 
neuroproteção.  
Além disso, a identificação de novos fatores neuroprotetores é fundamental para 
o entendimento e tratamento das lesões medulares traumáticas, visto que as mesmas 
apresentam um alto impacto na qualidade de vida dos indivíduos acometidos. Neste 
sentido, a avaliação de possíveis modificações na expressão do GIP e GIPR na medula 
espinal de animais submetidos à lesão medular traumática, durante o período pós-
traumático agudo (2h, 6h e 24 h) e tardio (14 e 28 dias) após a indução da lesão, 
poderá de alguma forma, contribuir para o entendimento acerca dos mecanismos de 
reparo do SNC. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 
Avaliar a ocorrência de possíveis modificações no padrão de expressão do 
peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) e do seu receptor (GIPR) na 
medula espinal de animais submetidos à lesão medular traumática.  
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Avaliar possíveis modificações na expressão do GIP e GIPR na medula espinal 
de animais submetidos à lesão medular traumática, durante o período pós-traumático 
agudo (2 h, 6 h e 24 h) e tardio (14 e 28 dias) após a lesão. 
- Identificar a presença de progenitores neurais (positivos para a proteína 
nestina) na medula espinal de animais submetidos à lesão medular traumática, durante 
o período pós-traumático agudo e tardio.  
- Identificar o fenótipo das células da medula espinal dos animais submetidos ao 
modelo experimental de lesão traumática, por meio da co-localização do GIP ou GIPR 
com a proteína nestina, na qual é utilizada para identificar progenitores neurais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Lesão Medular Traumática  
Os experimentos foram conduzidos utilizando ratos Wistar, adultos, machos, 
com cerca de 60 dias, pesando entre 270g e 300g, que foram anestesiados com 
quetamina e xilazina (70 e 10 mg/kg, respectivamente, intraperitonial). O modelo de 
lesão medular traumática utilizado foi o previamente descrito (Vanicky et al., 2001) com 
algumas modificações. O dorso do animal foi depilado e uma incisão na pele de 
aproximadamente 3,0 cm foi feita na linha média dorsal, e o tecido gorduroso da região 
foi removido. Após este procedimento, os músculos que se inserem ao nível das 
vértebras torácicas 10-12 foram dissecados, seguido pela remoção do osso e fixação 
da coluna espinal por um fórceps. Para acessar a medula espinal, um pequeno orifício 
(1,5 mm de diâmetro) foi realizado ao nível da 11ª vértebra torácica com o auxílio de 
lupa e broca cirúrgicas. A abertura permitiu a inserção de um cateter Fogarty 2F 
(Lemaitre Catheters, Burlington, MA, EUA) diretamente no canal medular, sem o 
rompimento da dura mater. O cateter, previamente conectado a uma seringa 
preenchida com 1,0 ml de água, foi inserido no espaço epidural e avançado na direção 
rostral aproximadamente 1,0 cm, de maneira que a extremidade do cateter repousou 
sob a 10ª vértebra torácica. O cateter foi inflado em um diâmetro fixo de 3,0 mm, para 
indução de uma lesão medular traumática moderada, por período suficiente para o 
desaparecimento dos reflexos espinhais. Após este período, o cateter foi removido, 
seguido de realização da sutura por planos (muscular e pele). Os animais falso-
operados foram submetidos ao mesmo protocolo descrito acima, porém o cateter não 
foi inserido no canal medular. Finalizado o procedimento cirúrgico, todos os animais 
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receberam injeção intramuscular de antibiótico de amplo espectro (cloridrato de 
oxitetraciclina 20%). A indução da paraplegia poderia acarretar alterações na 
contração/relaxamento da bexiga/uretra (dissinergia do esfíncter uretral), portanto a 
bexiga dos animais foi esvaziada nos primeiros dias, quando necessário, através da 
compressão manual da região abdominal do animal. Os animais foram divididos em 
grupos experimentais compostos por animais controle (nenhuma intervenção cirúrgica), 
falso-operados (intervenção cirúrgica; sem inserção do cateter) e lesionados 
(intervenção cirúrgica; com inserção de cateter). Os cuidados pré- e pós-operatórios 
seguiram o protocolo descrito por Santos-Benito e colaboradores (Santos-Benito et al., 
2006), bem como as normas do MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) 
e do comitê de ética local (CEUA-UFSC, protocolo de Aprovação n. PP00032). Os 
animais foram sacrificados 2 h, 6 h, 24 h, 14 dias ou 28 dias após a indução da lesão 
medular, sendo as amostras teciduais da medula espinal submetidas à análise 
histológica e imuno-histoquímica.  
 
3.2. Reação Imuno-histoquímica 
3.2.1. Reação de imunoperoxidase 
As amostras de tecido foram coletadas após realização de procedimento 
anestésico e perfusão dos animais com solução fisiológica e paraformaldeído 4%, 
sendo mantidas nessa mesma solução durante 24 h. As amostras foram submetidas ao 
processamento histológico, inclusão em parafina e microtomia. Com objetivo de 
amostrar a área da lesão e regiões adjacentes, todas as medulas foram incluídas no 
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eixo longitudinal (Peng et al., 2009). Para a análise histológica foram utilizados cortes 
teciduais (3-4 μm), obtidos das amostras fixadas, e inclusas em parafina, sendo 
coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (HE). Para análise imunoistoquímica, os 
cortes histológicos foram desparafinados em xilol e reidratados em concentrações 
decrescentes de álcool etílico. Foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena e 
reativação antigênica induzida por calor. A imunodetecção das proteínas de interesse 
foi realizada utilizando os anticorpos de coelho anti-GIPR (1:300, gentilmente cedido por 
T.J.Kieffer, University of British Columbia, CA) e anti-GIP (1:250; LifeSpan BioSciences, 
Seattle, WA, USA), e de camundongo anti-Nestina (1:100, Millipore/Chemicon, Billerica, 
MA, USA), para identificação do GIPR, GIP e dos progenitores neurais, 
respectivamente. Os anticorpos foram diluídos em líquido diluidor de anticorpos com 
componente redutor de reação inespecífica (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA), e 
a solução contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais, sendo as 
lâminas mantidas em câmara úmida durante 12-16 h, a uma temperatura de 2-8°C. A 
seguir, as lâminas foram lavadas em tampão salina fosfato (PBS) e os cortes 
histológicos foram incubados com o anticorpo secundário biotinilado anti-IgG de coelho 
ou anti-IgG de camundongo, dependendo da natureza do anticorpo primário (Dako 
Cytomation), em câmara úmida durante 50 minutos à temperatura ambiente. As lâminas 
foram lavadas em PBS e a detecção foi realizada utilizando o sistema da streptavidina-
biotina-peroxidase (Dako Cytomation). Após 30 minutos de incubação das lâminas em 
câmara úmida com a solução de streptavidina-biotina-peroxidase à temperatura 
ambiente, as mesmas foram lavadas com PBS e a detecção foi completada utilizando-
se uma solução cromógena contendo 0,03% de 3,3´-diaminobenzidina (3,3´,4,4´-
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tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) (DAB, Sigma-Aldrich do Brasil Ltda., São Paulo/SP, 
Brasil) e 0,3% de peróxido de hidrogênio (Merck do Brasil Ltda., São Paulo/SP, Brasil). 
Posteriormente, foi realizada contra-coloração das secções histológicas em solução de 
hematoxilina de Harris (Merk), desidratação das mesmas através de imersões em 
concentrações crescentes de etanol, diafanização em xilol (Sigma-Aldrich do Brasil 
Ltda) e montagem em meio de montagem permanente (Entellan, Merck). Para cada 
reação foi utilizado um controle negativo, no qual o corte histológico foi incubado 
somente com a solução diluente (abolição do anticorpo primário).  
 
3.2.2. Reação de imunofluorescência  
Para identificar a possível expressão de GIP e seu receptor nas células 
progenitoras da medula espinal dos animais submetidos à lesão traumática da medula 
espinal (LTME), foi utilizada a técnica de imunofluorescência com dupla marcação. Em 
secções histológicas distintas foram realizadas imunodetecções simultâneas para o 
GIPR e para a proteína nestina ou para o GIP e a proteína nestina. As secções 
histológicas foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima, com 
exceção do bloqueio da peroxidase endógena. Os anticorpos de coelho anti-GIP ou 
anti-GIPR e de camundongo anti-nestina foram utilizados nas mesmas diluições e 
condições em relação à reação de imunoperoxidase. A seguir, as lâminas foram 
lavadas em PBS e os cortes histológicos foram incubados com o anticorpo secundário 
de galinha anti-IgG de coelho conjugado com alexafluor 488 (1:300, Invitrogen, 
Carlsbad, California, CA) e anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com 
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alexafluor 568 (1:300, Invitrogen, Carlsbad, California, CA) em câmara úmida durante 
150 minutos à temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em PBS e as lamínulas 
fixadas com meio de montagem aquoso (Vectashield; Vector Laboratories, Burlingame, 
CA). Para cada reação foi utilizado um controle negativo, no qual o corte histológico foi 
incubado com soro não imune diluído na solução diluente.  
 
3.3. Análise Imuno-histoquímica 
Para análise da reação de imuno-histoquímica do GIP e GIPR foram obtidas 2-4 
imagens a partir dos cortes histológicos longitudinais da medula espinal dos animais 
lesionados (n=30), falso-operados (n=30) e animais naïve (n=5), utilizando uma câmera 
digital (Sight DS-5ML1), acoplada a um microscópio óptico Eclipse 50i (Nikon, Melville, 
NY, USA). Foram capturadas duas imagens nas áreas adjacentes a lesão traumática, 
caracterizadas por uma arquitetura histológica normal (borda da lesão), conforme 
demonstrado na Figura 1. Também foram analisadas imagens correspondentes ao 
canal ependimário e/ou ao sítio da lesão. A avaliação semi-quantitativa das diferentes 
proteínas pesquisadas foi realizada no programa de análise de imagem NIH ImageJ 
1.36b  (NIH, Bethesda, MD, USA), por meio da ferramenta Threshold Color. A 
densidade óptica que melhor discriminou a imunomarcação (coloração castanha) foi 
obtida e os dados foram expressos como unidade arbitrária de densidade óptica. As 
reações de imunofluorescência foram avaliadas em microscópio de varredura confocal 
(DMI6000 B Microscope, Leica Microsystems, Wetzlar, Lahn-Dill, Alemanha) no 
Laboratório Central de Microscopia da UFSC. 
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3.4. Análise estatística: 
Foi utilizado teste “t” de Student ou ANOVA de uma via, seguido de teste pos 
hoc de Newman-Keuls.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ilustração dos eixos de inclusão das medulas espinais e das áreas de 
avaliação microscópicas.  
 
 
 
 
28 
 
4. RESULTADOS 
4.1. Análise histológica da medula espinal dos animais submetidos ao modelo de 
lesão medular traumática induzida por compressão 
As amostras de medula espinal dos animais de todos os grupos experimentais, 
sacrificados em diferentes períodos experimentais, foram incluídas no eixo longitudinal, 
coradas e analisadas para descrição dos achados histológicos. Os grupos de animais 
falso-operados não apresentaram alterações na arquitetura geral da medula espinal 
(Figura 2A e 3A), além de manter preservada a morfologia da substância cinzenta 
(Figura 2E e I, Figura 3D e G), independente do período experimental. Em 
contrapartida, as medulas espinais dos animais sacrificados 2 h após indução da lesão 
traumática da medula espinal (LTME) apresentaram arquitetura desorganizada (Figura 
2B). A Figura 2F mostra que a substância cinzenta da área da lesão foi parcialmente 
substituída por regiões cavitadas, debris celulares, além de áreas hemorrágicas 
caracterizadas pela presença de hemácias extravasadas. A Figura 2J, que corresponde 
a uma ampliação da área delimitada no painel 2F, é representativa das alterações 
morfológicas ocorridas na substância cinzenta dos animais lesionados sacrificados após 
2 h. É importante ressaltar que a área composta por debris celulares corresponde à 
necrose de liquefação, histologicamente caracterizada por um fundo amorfo sem 
evidência de estruturas celulares, com áreas cavitadas imersas em fundo hemorrágico 
(Figura 2J), que corresponde a um estágio agudo da lesão traumática. Os animais 
lesionados e sacrificados após 6 h ou 24 h, apresentaram alterações histológicas 
semelhantes àquelas observadas nas medulas espinais dos animais sacrificados após 
2 h da indução da lesão, conforme ilustrado na Figura 2C, G e K e 2D, H e L. 
29 
 
 
  
 
Figura 2. Análise histológica da medula espinal dos animais submetidos ao modelo 
experimental de trauma medular por compressão, sacrificados 2 h, 6 h ou 24 h após 
indução da lesão. As medulas espinais dos animais dos diferentes grupos experimentais foram 
fixadas, incluídas em parafina no eixo longitudinal, e as secções histológicas foram coradas 
pela técnica de hematoxilina e eosina (HE). (A) Imagem representativa da medula espinal dos 
animais falso-operados sacrificados nos diferentes períodos experimentais; a substância 
cinzenta (SC) está delimitada pela linha tracejada, e envolta pela substância branca (SB). Os 
painéis E e I correspondem a imagens amplificadas da SC sem alterações histológicas 
aparentes. (B, C e D) Imagens representativas da medula espinal dos animais sacrificados 2 h, 
6 h ou 24 h após a lesão medular, respectivamente. (F, G e H) ilustram a presença de debris 
celulares, hemácias extravasadas e áreas de cavitação na SC dos mesmos. Os painéis J, K e L 
correspondem a imagens amplificadas das áreas delimitadas nos painéis F, G e H, sendo 
possível visualizar necrose de liquefação caracterizada por um fundo amorfo sem evidência de 
estruturas celulares, associado à hemorragia intensa.  
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Conforme ilustrado na Figura 3B, as medulas espinais dos animais sacrificados 
14 dias após serem submetidos à lesão traumática da medula espinal (LTME) 
apresentaram importantes alterações na arquitetura geral das mesmas. Na região da 
substância cinzenta foram observadas amplas áreas cavitadas possivelmente 
relacionadas com processo necrótico em fase resolutiva (Figura 3E). A Figura 3H, que 
corresponde a uma ampliação da área delimitada no painel E, é representativa das 
alterações morfológicas celulares da substância cinzenta dos animais lesionados 
sacrificados após 14 dias. É possível notar a presença de células balonizadas, que são 
compatíveis histologicamente com células neuronais degeneradas (Figura 3H). De 
maneira interessante, as medulas espinais dos animais sacrificados 28 dias após a 
indução da LTME mostraram alterações histopatológicas semelhantes às observadas 
nos animais sacrificados 14 dias após a indução da lesão, conforme ilustrado na Figura 
3C, F e I. 
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Figura 3. Análise histológica da medula espinal dos animais submetidos ao modelo 
experimental de trauma medular por compressão, sacrificados 14 e 28 dias após indução 
da lesão. As medulas espinais dos animais dos diferentes grupos experimentais foram fixadas, 
incluídas em parafina no eixo longitudinal, e as secções histológicas foram coradas com 
hematoxilina e eosina (HE).  (A) Imagem representativa da medula espinal dos animais falso-
operados; a substância cinzenta (SC) está delimitada pela linha tracejada, e envolta pela 
substância branca (SB). Os painéis D e G correspondem a imagens amplificadas da SC sem 
alterações histológicas aparentes. (B e C) Imagens representativas da medula espinal dos 
animais sacrificados 14 e 28 dias após a indução da lesão medular, respectivamente. (E e F) 
ilustram a presença de áreas claras na região lesionada, e os painéis (H e I) correspondem a 
imagens amplificadas das áreas delimitadas nos painéis E e F, sendo possível visualizar células 
balonizadas, que são histologicamente compatíveis com células neuronais degeneradas. 
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4.2. Avaliação imuno-histoquímica do receptor do peptídeo insulinotrópico 
dependente de glicose (GIPR) na medula espinal dos animais submetidos ao 
modelo de lesão medular traumática induzida por compressão 
As secções histológicas das medulas espinais submetidas à análise imuno-
histoquímica para detecção do GIPR demonstraram um padrão de marcação 
predominantemente citoplasmático. Somente as células morfologicamente compatíveis 
com neurônios apresentaram marcação positiva para o GIPR (Figuras 4, 5 e 6). As 
amostras de medula espinal dos animais naïve (Figura 4A, C e E) e falso-operados 
(Figura 4B, D e F) mostraram uma imunoreatividade moderada para o anticorpo anti-
GIPR. A medula espinal dos animais naïve e falso-operados não apresentaram 
diferença no padrão, tampouco da intensidade da imunoreatividade para o GIPR. 
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Figura 4. Análise do padrão de expressão do receptor do peptídeo insulinotrópico 
dependente de glicose (GIPR) na medula espinal de animais não-lesionados.  (A) Imagem 
representativa da imunoreatividade para o anticorpo anti-GIPR na medula espinal de animais 
naïve e (B) falso-operados. A substância cinzenta (SC) está delimitada pela linha tracejada. Os 
painéis C e D correspondem a imagens amplificadas da SC das medulas espinais, 
demonstrando uma marcação moderada nas células morfologicamente compatíveis com 
neurônios. E e F correspondem a imagens amplificadas das áreas delimitadas nos painéis C e 
D, sendo possível observar o padrão de marcação citoplasmático do anticorpo anti-GIPR.  
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A Figura 5 ilustra a imunoreatividade para o GIPR na área adjacente ao trauma 
(borda da lesão) da medula espinal dos animais submetidos à LTME, sacrificados em 
diferentes períodos experimentais, conforme descrito nos materiais e métodos. Os 
animais sacrificados 2 h, 24 h ou 14 dias após submissão do trauma medular não 
apresentaram diferença significativa na expressão do GIPR na área adjacente a lesão 
quando comparado com a substância cinzenta dos animais falso-operados (Figura 5A, 
B, D, E e G) (P=0,2031, P=0,1121 e P=0,4591 respectivamente). De maneira 
interessante, os animais sacrificados 6 h ou 28 dias após a indução do trauma medular 
apresentaram uma maior imunoreatividade para o GIPR na área adjacente a lesão, 
quando comparado com os animais falso-operados sacrificados neste mesmo período 
experimental (P=0,0220 e 0,0416, respectivamente) (Figura 5A, C, F e G). 
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Figura 5. Análise da expressão do receptor do peptídeo insulinotrópico dependente de 
glicose (GIPR) na região adjacente ao sítio da lesão da medula espinal dos animais 
submetidos ao modelo experimental de trauma medular induzido por compressão. (A) 
Imagem representativa da imunoreatividade para o GIPR na medula espinal dos animais falso-
operados e lesionados, sacrificados 2 h (B) (n=5), 6 h (C) (n=5), 24 h (D) (n=5), 14 (E) (n=5) e 
28 dias (F) (n=5) após indução da lesão traumática. (G) Avaliação semi-quantitativa da 
expressão do GIPR na região adjacente a lesão traumática (borda da lesão). Os resultados 
estão expressos em média e erro padrão da média em unidade arbitrária de densidade óptica. 
*P≤ 0,05 comparando os animais lesionados com seus respectivos grupos controle (animais 
falso-operados), correspondentes a cada período experimental, utilizado teste t. 
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A Figura 6 mostra a análise qualitativa da imunomarcação do GIPR na área 
lesionada da medula espinal dos animais sacrificados em diferentes períodos 
experimentais após a indução da mesma. Os animais sacrificados 2 h, 6 h e 24 h (fase 
aguda) após a indução da LTME apresentaram marcação para o GIPR apenas nas 
células morfologicamente compatíveis com neurônios viáveis, sendo que os debris 
celulares e as áreas hemorrágicas apresentaram-se negativos (Figura 6B, C e D). Em 
contrapartida, a área da medula espinal que foi lesionada e avaliada 14 ou 28 dias após 
a indução da LTME (fase crônica) apresentou um padrão de marcação peculiar. Ou 
seja, a maior intensidade de marcação foi observada nas células morfologicamente 
compatíveis com neurônios balonizados, sendo que o padrão de imunomarcação foi 
predominantemente granular (Figura 6E e F). Não foi realizada análise quantitativa para 
o GIPR na área da lesão devido à grande heterogeneidade da população celular e da 
distribuição neuronal.  
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Figura 6. Análise do padrão de expressão do receptor do peptídeo insulinotrópico 
dependente de glicose (GIPR) no epicentro da lesão da medula espinal de animais 
submetidos ao modelo de lesão medular traumática induzida por compressão. (A) 
Imagem representativa do padrão de expressão do GIPR na substância cinzenta dos animais 
falso-operados. A medula espinal dos animais lesionados, sacrificados 2 h (B), 6 h (C) e 24 h 
(D) após o trauma medular, demonstrou imunoreatividade para o GIPR somente nas células 
morfologicamente compatíveis com neurônios viáveis. (E e F) A área lesionada da medula 
espinal dos animais sacrificados no período crônico (14 e 28 dias após indução da lesão) 
apresentaram um padrão de marcação granular citoplasmático em células balonizadas, 
histologicamente compatíveis com neurônios degenerados. 
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4.3. Avaliação imuno-histoquímica do peptídeo insulinotrópico dependente de 
glicose (GIP) na medula espinal dos animais submetidos ao modelo de lesão 
medular traumática induzida por compressão 
As secções histológicas das medulas espinais submetidas à análise imuno-
histoquímica para o GIP demonstraram positividade no citoplasma e prolongamentos 
das células morfologicamente compatíveis com neurônios. A Figura 7 ilustra a 
imunoreatividade para o GIP na área adjacente ao trauma (borda da lesão) da medula 
espinal dos animais submetidos à LTME. Os animais sacrificados 28 dias após LTME 
(Figura 7F) apresentaram diferença no padrão de expressão do GIP (Figura 7G) na 
região adjacente a lesão, quando comparados à substância cinzenta da medula espinal 
dos animais falso-operados (P=0,0494). Entretanto, os animais sacrificados 2 h, 6 h, 24 
h ou 14 dias após submissão do trauma medular apresentaram uma discreta tendência, 
porém não significativa, (P=0,1036; P=0,1274; P=0,0964; P=0,0711) ao aumento de 
intensidade da expressão do GIP na área adjacente a lesão quando comparado à 
substância cinzenta dos animais falso-operados sacrificados neste mesmo período 
(Figura 7G).  
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Figura 7. Análise da expressão do peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) 
na região adjacente ao sítio da lesão da medula espinal dos animais submetidos ao 
modelo experimental de trauma medular induzido por compressão. Imagem representativa 
da imunoreatividade para o GIP da medula espinal dos animais falso-operados (A) e 
lesionados, sacrificados 2 h (B) (n=5), 6 h (C) (n=5), 24 h (D) (n=5), 14 (E) (n=5) e 28 dias (F) 
(n=5) após indução da lesão traumática. (G) Avaliação semi-quantitativa da expressão do GIP 
na região adjacente a lesão traumática (borda da lesão). Os resultados estão expressos em 
média e erro padrão da média em unidade arbitrária de densidade óptica. *P≤ 0,05 comparando 
os animais lesionados com seus respectivos grupos controle (animais falso-operados), 
correspondentes a cada período experimental, utilizado teste t. 
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Um padrão temporal semelhante ao encontrado na borda da lesão foi observado 
na análise da expressão imuno-histoquímica do GIP no epicentro da lesão medular 
(Figura 8). Ou seja, os prolongamentos neuronais presentes nas áreas lesionadas da 
medula espinal dos animais sacrificados 24 h, 14 ou 28 dias após indução da LTME 
apresentaram uma maior reatividade para o GIP quando comparado com os 
prolongamentos presentes nos animais falso-operados sacrificados nos mesmos 
períodos experimentais (P=0,0114; 0,0386 e 0,0228, respectivamente)  (Figura 8D, E, F 
e G).  
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Figura 8. Análise do padrão de expressão do peptídeo insulinotrópico dependente de 
glicose (GIP) no epicentro da lesão da medula espinal de animais submetidos ao modelo 
de lesão medular traumática induzida por compressão. (A) Imagem representativa da 
imunoreatividade para o peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) na medula 
espinal dos animais falso-operados (A) e lesionados, sacrificados após 2 h (B) (n=5), 6 h (C) 
(n=5), 24 h (D) (n=5), 14 (E) (n=5) e 28 dias (F) (n=5). Observa-se um padrão de marcação 
imuno-histoquímico granular no citoplasma e prolongamentos das células neuronais. (G) 
Avaliação semi-quantitativa da expressão do GIP nos prolongamentos neuronais presentes no 
epicentro da lesão ou nos prologamentos neuronais da substância cinzenta dos animais falso-
operados. Os resultados estão expressos em média e erro padrão da média em unidade 
arbitrária de densidade óptica. *P≤ 0,05 comparando os animais lesionados com seus 
respectivos grupos controle (animais falso-operados), correspondentes a cada período 
experimental, utilizado teste t. 
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Já foi anteriormente descrita a existência de uma população de células 
progenitoras na região ependimária dos ventrículos laterais de roedores adultos (Gage, 
2000). A Figura 9 demonstra a imunoreatividade para o anticorpo anti-nestina no canal 
medular dos animais submetidos ao trauma da medula espinal, sacrificados em 
diferentes tempos experimentais. Foram observadas células progenitoras, 
caracterizadas pela positividade para a proteína nestina, na área adjacente ao canal 
medular dos animais sacrificados 2 h e 14 dias após indução da LTME, conforme 
ilustrado na Figura 9B e E, respectivamente. Não foram observadas células positivas 
para a nestina no canal medular, ou na região adjacente ao mesmo, dos animais falso-
operados ou sacrificados 6 h e 28 dias após a indução da lesão (Figura 9C e F, 
respectivamente).  
As células ependimárias do canal medular dos animais sacrificados 24 h ou 14 
dias após indução da lesão traumática apresentaram intensa positividade para a 
proteína nestina (Figura 9D e E), sendo que a maior intensidade de marcação ocorreu 
nas células dos animais sacrificados 24 h após indução da lesão. De maneira 
interessante, somente no grupo de animais sacrificados 14 dias após a indução da 
LTME, observam-se células positivas para nestina no epicentro da lesão medular. A 
Figura 10 ilustra a imunoreatividade para a proteína nestina na substância cinzenta da 
medula espinal dos animais falso-operados e lesionados. É importante ressaltar que o 
epicentro da lesão da medula espinal dos animais sacrificados 14 dias (Figura 10E) 
após indução da lesão apresentou uma intensa quantidade de células positivas para a 
proteína nestina, o que corresponde fenotipicamente a progenitores neurais que 
provavelmente migraram do canal medular para o local de reparo. Os grupos 
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sacrificados na fase aguda do modelo ou 28 dias após indução da lesão não 
apresentaram nenhuma célula positiva para proteína nestina no epicentro da lesão 
(Figura 10).  
 
 
Figura 9. Detecção de progenitores neurais, caracterizados pela positividade para a 
proteína nestina, nas células ependimárias e na região adjacente ao canal medular de 
animais submetidos ao modelo de lesão traumática da medula espinal induzida por 
compressão. Imagens representativas da imunoreatividade para a proteína nestina nas células 
ependimárias do canal medular dos animais falso-operados (A) e lesionados, sacrificados após 
2 h (B), 6 h (C), 24 h (D), 14 dias (E) e 28 dias (F).  
 
 
 
44 
 
 
Figura 10. Detecção de progenitores neurais, caracterizados pela positividade para a 
proteína nestina, no epicentro da área lesionada da medula espinal de animais 
submetidos ao modelo experimental de lesão traumática da medula espinal induzida por 
compressão. Não foi possível identificar células positivas para a proteína nestina na substância 
cinzenta dos animais falso-operados (A) e sacrificados 2 h (B), 6 h (C), 24 h (D) e 28 dias (F) 
após a indução da lesão traumática da medula espinal (LTME). Entretanto a região 
correspondente a área lesionada da medula espinal dos animais sacrificados 14 dias (E) após 
indução da lesão apresentou uma intensa quantidade de células positivas para a proteína 
nestina, o que corresponde fenotipicamente a progenitores neurais que migraram do canal 
medular. 
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Na tentativa de estabelecer uma possível relação entre os progenitores neurais e 
a via de sinalização do GIPR, foram realizadas reações de imuno-histoquímica com 
dupla marcação, utilizando anticorpos secundários fluorescentes, para o GIP ou GIPR e 
a proteína nestina. A Figura 11 ilustra a imunoreatividade das células ependimárias do 
canal medular para a proteína nestina (vermelho) e para o GIPR (verde), na medula 
espinal dos animais sacrificados 24 h após indução da LTME (Figura 11A, B e C). É 
possível observar que as células da região do canal medular, positivas para nestina, 
não apresentaram marcação para o GIPR (Figura 11C). Em contrapartida, estas 
mesmas células ependimárias (positivas para a nestina) foram também reativas para o 
anticorpo anti-GIP (Figura 11D, E e F). O painel F da Figura 11 demonstra a co-
localização do GIP e da proteína nestina, caracterizada pela marcação amarela.  
 A região do epicentro da lesão medular dos animais sacrificados 14 dias após 
indução da mesma apresentou positividade acentuada para o marcador de células 
progenitoras (nestina) (Figura 12B e E). De maneira interessante, as células 
progenitoras presentes no sítio da lesão medular destes animais, foram positivas tanto 
para o GIPR (Figura 12A) como para o GIP (Figura 12D), conforme ilustrado na 
sobreposição das imagens (Figura 12C e F, respectivamente). 
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Figura 11. As células ependimárias do canal medular dos animais sacrificados 24 h após 
a indução da lesão traumática da medula espinal (LTME) que são positivas para a 
proteína nestina também expressam o peptídeo insulinotropico dependente de glicose 
(GIP). Os progenitores neurais, positivos para a proteína nestina (vermelho), dos animais 
sacrificados 24 h após a indução da LTME não expressam o receptor do GIP (GIPR) (A, B e C). 
Estas mesmas células progenitoras apresentaram forte reatividade para o anticorpo anti-GIP, 
conforme ilustrado nos painéis D, E e F. 
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Figura 12. As células progenitoras, positivas para nestina, presentes no sítio da lesão 
medular dos animais sacrificados 14 dias após a indução da mesma, são positivas para o 
peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) e seu receptor (GIPR). As células 
positivas para a proteína nestina (vermelho), dos animais sacrificados 14 dias após a indução 
da lesão traumática da medula espinal (LTME) (B e E) apresentam forte positividade tanto para 
o GIP (A) como para GIPR (C) (verde), conforme demonstra a sobreposição das imagens (C e 
F). 
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5. Discussão 
Os nervos periféricos de mamíferos adultos, quando lesionados, regeneram 
seus axônios de maneira espontânea, em contrapartida, o potencial de regeneração do 
SNC é muito limitado. Entretanto, intervenções terapêuticas experimentais sugerem que 
apesar de limitado, o potencial regenerativo residual do SNC pode ser estimulado, se os 
axônios lesionados forem expostos a condições ambientais favoráveis ao seu 
crescimento (Horner e Gage, 2000). As lesões do SNC, especialmente as traumáticas, 
resultam em migração de células gliais e acúmulo de inibidores associados à mielina, 
que parecem ser responsáveis pelo desenvolvimento de um microambiente hostil, não 
permissivo ao crescimento e/ou regeneração que impede a reparação da mielina e 
neurônios lesados (Yiu e He, 2006).  
Os eventos traumáticos do SNC resultam em imediata morte neuronal e glial, 
seguido de um processo patológico tardio insidioso. Este processo tardio, também 
denominado lesão secundária, é caracterizado pela morte apoptótica de células 
neuronais e gliais, aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefálica, e 
principalmente por um processo inflamatório complexo e pouco compreendido que pode 
persistir por anos (Donnelly e Popovich, 2008). O presente estudo descreve as 
alterações morfológicas da medula espinal dos animais submetidos ao modelo de lesão 
medular traumática induzido por compressão (Vanicky et al., 2001), sacrificados durante 
as fases aguda e crônica do processo traumático. Observou-se que o epicentro da 
lesão da medula espinal dos animais sacrificados 2 h, 6 h e 24 h após indução da 
mesma, é composto por debris celulares que corresponde à necrose de liquefação, 
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histologicamente caracterizada por um fundo amorfo sem evidência de estruturas 
celulares, com áreas cavitadas imersas em fundo hemorrágico. Este processo necro-
hemorrágico corresponde a um estágio agudo da lesão. Não foi encontrado na literatura 
especializada nenhuma descrição histológica da medula espinal de animais submetidos 
ao modelo experimental de lesão medular traumática por compressão, sacrificados no 
período compreendido entre 2 h e 7 dias após a indução da mesma.  
Na análise histológica da medula espinal dos animais lesionados sacrificados 
durante a fase crônica da lesão (14 ou 28 dias após indução) foi possível observar que 
a presença de áreas cavitadas foi a única característica histológica em comum com a 
medula dos animais sacrificados na fase aguda. Os cortes histológicos destes animais 
apresentaram grande quantidade de células balonizadas, envoltas por amplas áreas 
cavitadas, possivelmente relacionadas com processo necrótico em fase resolutiva. A 
presença de células balonizadas foi observada somente na medula espinal dos animais 
sacrificados 14 e 28 dias após a indução da LTME, o que sugere ser uma evidência 
tardia do processo traumático. Marques e colaboradores (2009) descreveram que a 
medula espinal dos animais submetidos à lesão medular traumática apresenta um 
aumento importante da densidade celular, associado a edema e cavitações, no período 
de 7 a 56 dias após a indução da lesão (Marques et al., 2009). Nossos resultados 
também corroboram o estudo recente que descreveu o aparecimento de lesões 
cavitadas com células balonizadas na medula espinal de animais sacrificados 14 dias 
após a indução da lesão medular traumática (Zhang et al., 2011). 
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Inúmeros estudos mostram que as células progenitoras da medula espinal são 
responsivas à lesão tecidual (Obermair et al., 2008). A resposta destas células frente à 
lesão resulta em divisão, migração, e maturação dos precursores neurais (Okano et al., 
2007). As células ependimárias do canal medular são descritas como fonte de células 
progenitoras da medula espinal adulta (Meletis et al., 2008; Foret et al., 2011). 
Entretanto, o padrão temporal e espacial da proliferação, diferenciação e migração dos 
progenitores neurais, assim como as potenciais funções destas células nos processos 
traumáticos da medula espinal são foco de intensa pesquisa. Com objetivo de identificar 
a presença de células progenitoras na medula espinal dos animais submetidos ao 
modelo de lesão medular traumática induzido por compressão (Vanicky et al., 2001), 
secções histológicas das medulas dos animais falso-operados ou lesionados, 
sacrificados em diferentes períodos experimentais, foram submetidas à avaliação 
imuno-histoquímica para detecção da proteína nestina (marcador de células 
progenitoras neurais). Foram identificadas células positivas para a proteína nestina na 
região do canal medular, e no sítio da lesão dos animais submetidos à lesão medular 
traumática. Os animais falso-operados e os sacrificados 2 h, 6 h e 28 dias após a 
indução da lesão medular (Figura 9), não demonstraram positividade para a proteína 
nestina nas células ependimárias do canal medular, tampouco na área lesionada da 
medula espinal (Figura 10). A maior quantidade de células progenitoras positivas para a 
proteína nestina foi encontrada na região do canal medular dos animais sacrificados 24 
horas após a indução da lesão, e no epicentro da lesão dos animais sacrificados 14 
dias após indução da mesma.  Neste cenário, Cizkova e colaboradores (2009) 
demonstraram que a lesão medular traumática resulta em uma rápida indução da 
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expressão da proteína nestina nas células ependimárias do canal medular (Cizkova et 
al., 2009), assim como demonstrado neste no presente estudo. Além disso, nossos 
resultados também corroboram um estudo anterior que descreveu um aumento 
significativo de células progenitoras no epicentro da lesão a partir de 7 dias após da 
mesma, diminuindo após 28 dias (McTigue et al., 2001). A ausência de células 
progenitoras no epicentro da lesão dos animais sacrificados 28 dias após indução da 
LTME pode ser resultado do processo de diferenciação celular, que resulta em perda da 
expressão da proteína nestina.  
Pesquisas demonstram que a insulina e algumas incretinas possuem outras 
funções no organismo além do controle do metabolismo energético (Unger et al., 1991; 
Zhao e Alkon, 2001; Hoyer, 2004; Li e Holscher, 2007; Wu et al., 2007). A insulina é o 
hormônio anabólico mais conhecido, sendo essencial para manutenção da homeostase 
da glicose, do crescimento e diferenciação celular (Saltiel e Kahn, 2001). A insulina e 
seu receptor, uma proteína heterotetramérica com atividade quinase, estão amplamente 
distribuídos no SNC, e a ativação desta via de sinalização resulta em efeitos associados 
com o controle do metabolismo, crescimento e diferenciação dos neurônios e células da 
glia (Zhao e Alkon, 2001). Estudos recentes têm sugerido que a ativação dos receptores 
neuronais de insulina resulta em uma diminuição da sinaptoxicidade induzida por 
oligômeros de beta-amilóide, sugerindo um possível papel neuroprotetor deste peptídeo 
(Zhao et al., 2008; De Felice et al., 2009). Wu e colaboradores (2007) investigaram os 
efeitos neuroprotetores da insulina na patogênese do trauma medular, e demonstraram 
que a administração sistêmica de insulina possui efeitos anti-apoptóticos, além de 
diminuir o processo inflamatório induzido pela lesão medular, o que promove uma 
52 
 
melhora funcional significativa dos animais submetidos a um modelo de lesão medular 
traumática por compressão (Wu et al., 2007). A insulina atua através de seus 
receptores específicos, os quais são muito semelhantes à sequência do receptor do 
fator de crescimento semelhante à insulina do tipo 1 (IGF-1), sendo que ambos dividem 
muitas das mesmas vias de sinalização intracelular (Siddle et al., 2001). A insulina e o 
IGF-1 apresentam efeitos estimulatórios similares. Muitos estudos relatam que o IGF-1 
atenua o dano associado à lesão medular, além de reduzir a reação celular induzida 
pelo estresse tecidual, o edema e o desequilíbrio eletrofisiológico da medula espinal 
(Sharma et al., 2000; Winkler et al., 2000a; Winkler et al., 2000b). Um importante efeito 
do IGF-1 é sua atividade no controle do crescimento axonal, visto que o bloqueio do seu 
receptor parece ser capaz de interromper o crescimento axonal de neurônios adultos 
e/ou em desenvolvimento (Ozdinler e Macklis, 2006).  
Considerando que as incretinas, GIP e GLP, são moduladores positivos dos 
efeitos da insulina (Salehi et al., 2008), da expressão dos receptores de IGF-1 (Leen et 
al., 2011), da plasticidade neuronal, neurogênese e neuroproteção, o presente estudo 
avaliou, pela primeira vez, o padrão de expressão do GIP e do seu receptor na medula 
espinal dos animais submetidos ao modelo de lesão medular traumática induzida por 
compressão. Conforme demonstrado na Figura 5, a medula espinal dos animais 
sacrificados 6 h ou 28 dias após a indução da lesão medular apresentaram uma maior 
expressão do GIPR nos neurônios adjacentes ao sítio da lesão (borda da lesão), 
quando comparados aos neurônios da substância cinzenta dos animais falso-operados. 
A região adjacente a lesão medular dos animais sacrificados 2 h, 24 h ou 14 dias após 
indução da lesão mostraram uma tendência ao aumento da expressão do GIPR, porém 
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não significativa (Figura 5G). Este aumento não significativo do pode estar associado 
com o número de animais utilizados nos grupos experimentais (n=5 animais). O padrão 
temporal de expressão do GIPR no sítio da lesão não pode ser quantificado em função 
das grandes diferenças morfológicas observadas no epicentro da lesão dos animais 
sacrificados durante a fase aguda ou crônica do modelo. Entretanto foi possível 
observar uma marcação intensa de padrão granular nas células balonizadas do sítio da 
lesão dos animais sacrificados na fase crônica, o que poderia sugerir um possível 
mecanismo de proteção frente ao insulto degenerativo reversível. 
O padrão de expressão do GIP na substância cinzenta da medula espinal de 
todos os animais avaliados foi predominantemente citoplasmático, com grande 
densidade de imunoreatividade nos prolongamentos celulares das células 
morfologicamente compatíveis com neurônios (Figura 7). Foi possível observar 
alterações na imunoreatividade para o anticorpo anti-GIP na região adjacente (borda) a 
área lesionada da medula espinal dos animais sacrificados 28 dias após indução da 
lesão, quando comparado com a substância cinzenta dos animais falso-operados 
(Figura 7G). A avaliação semi-quantitativa da intensidade da imunomarcação para o 
GIP nos prolongamentos presentes no sítio lesionado da medula espinal dos animais 
submetidos ao modelo mostrou aumento significativo 24 h, 14 e 28 dias após a indução 
da lesão. Estudos anteriores demonstram que o aumento da expressão do GIP está 
associado com processos de neurogênese e regeneração axonal (Abankwa et al., 
2002; Nyberg et al., 2005; Figueiredo et al., 2010b). Um achado de grande interesse 
descrito neste estudo foi a detecção do GIP e do GIPR nas células progenitoras, 
positivas para a proteína nestina, presentes no epicentro da lesão crônica, e somente 
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do GIP nas células ependimárias do canal medular dos animais sacrificados 24 h após 
indução da lesão (Figura 11 e 12).  
Estes resultados sugerem que o GIP e GIPR estão associados com a regulação 
dos fenômenos proliferativos (neurogênese) e reparadores (crescimento axonal e/ou 
dendrítico) do SNC, por meio de mecanismos parácrinos e/ou autócrinos. Entretanto, 
estudos adicionais utilizando diferentes modelos experimentais de regeneração axonal, 
crescimento dendrítico, proliferação e diferenciação de progenitores neurais são 
fundamentais para o entendimento do mecanismo pelo qual o GIP e seu receptor atuam 
nos processos de reparo do SNC.  
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6. Conclusões 
- O receptor do peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIPR) está expresso 
nas células morfologicamente compatíveis com neurônios dos animais falso-operados e 
naïve. A lesão traumática da medula espinal resulta em aumento da expressão deste 
receptor na região adjacente ao sítio da lesão 6 h e 28 dias após indução da mesma. 
- O peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) está expresso nos 
prolongamentos neuronais da substância cinzenta dos animais falso-operados, naïve e 
lesionados. A lesão traumática da medula espinal resulta em aumento da expressão 
deste peptídeo na região adjacente ao sítio da lesão 28 dias após indução da mesma. 
- A lesão traumática resulta em aumento do peptídeo insulinotrópico dependente de 
glicose (GIP) nos prolongamentos neuronais do epicentro da lesão medular dos animais 
sacrificados 24 h, 14 e 28 dias após indução da mesma. 
- A lesão traumática da medula espinal resulta em um aumento importante no número 
de células progenitoras (positivas para a proteína nestina) na região do canal 
ependimário da medula espinal dos animais sacrificados 24 h após a indução da lesão, 
sendo que estas células co-expressam o peptídeo insulinotrópico dependente de 
glicose (GIP). 
- A lesão traumática da medula espinal resulta em um aumento no número de células 
progenitoras (positivas para a proteína nestina) no epicentro da lesão medular somente 
dos animais sacrificados 14 dias após a indução da mesma, sendo que estas células 
co-expressam tanto o peptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP) quanto o 
seu receptor (GIPR). 
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